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ABSTRACT 
Microorganisms that are resistant to various drugs remains a serious problem for 
human and livestock around the world when the conventional drugs loss their activity 
against to the microbial target. Antimicrobial peptide represents a promising alternative to 
combat the pathogens. The aims of this study was to evaluate the antimicrobial activity of 
the peptides derived from Sumbawa mare milk protein using in silico analysis. Peptide 
LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK and LANSTEFAK were analyzed in silico using 
softwares to predict their potency as antimicrobia. The result of in silico analysis showed 
that different software produce various prediction of antimicrobial activity. Most of software 
used predicted that peptide LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK and LANSTEFAK 
were not categorized as antimicrobial peptides. Although those peptides showed higher 
therapeutic index prediction than Cecropin A but they showed less inhibition activities 
against Escherichia coli and Candida albicans. It was concluded that more than one 
software was needed to obtained more accurate prediction. This result is able to use as basic 
for screening, designing and finding new antimicrobia. 
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ABSTRAK 
Mikroorganisme yang resisten terhadap berbagai obat masih menjadi masalah yang 
serius bagi manusia dan ternak di dunia ketika obat-obat konvensional kehilangan 
aktivitasnya terhadap mikroba target. Peptida antimikroba sebagai alternatif yang cukup 
menjanjikan untuk menghadapi mikroba patogen tersebut.  Tujuan dari penelitian ini adalah 
untuk mengevaluasi aktivitas antimikroba peptida derivat protein susu kuda Sumbawa 
dengan analisis in silico. Peptida LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan 
LANSTEFAK dianalisis secara  in silico menggunakan perangkat lunak untuk memprediksi 
potensinya sebagai antimikroba. Hasil analisis in silico menunjukkan bahwa perangkat lunak 
yang berbeda menghasilkan prediksi aktivitas antimikroba yang berbeda. Hampir semua 
perangkat lunak yang digunakan memprediksi peptida LVNELTEFAK, 
HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK bukan merupakan peptida antimikroba. 
Walaupun peptida-peptida tersebut menunjukkan indek terapi prediksi yang lebih tinggi 
daripada Cecropin A, sebagai peptida kontrol, tetapi peptida-peptida tersebut menunjukkan 
aktivitas penghambatan yang lebih kecil terhadap Escherichia coli dan Candida albicans. 
Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa diperlukan lebih dari satu perangkat 
lunak untuk memperoleh prediksi yang lebih akurat. Hasil penelitian ini juga dapat 
digunakan sebagai dasar untuk skrining, desain dan penemuan antimikroba baru. 
Kata kunci: In silico, peptida, aktivitas antimikroba 
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PENDAHULUAN 
Resistensi mikroba terhadap obat-obatan atau antibiotika konvensional masih 
menjadi masalah global seiring dengan menurunnnya kemampuan antibiotika untuk 
membunuh mikroba target. Kecepatan penemuan antibakteri dan antifungi baru tidak 
mampu mengimbangi laju resistensi mikroba yang semakin meningkat baik jenis 
maupun jumlahnya. Peptida menarik perhatian dalam dekade terakhir karena 
aktivitasnya sebagai antimikroba dengan spektrum yang luas.  Mekanisme kerja yang 
berbeda dengan antibiotika konvensional mengurangi kemungkinan peptida untuk 
menimbulkan resistensi (Marr et al. 2006).  
Seperti produk alami lain, peptida memerlukan skrining untuk mendapatkan 
aktivitas yang diinginkan. Pengujian laboratorium memerlukan tenaga waktu dan biaya 
yang sangat besar sehingga diperlukan strategi yang lebih murah dan cepat. Metode 
komputasi dikembangkan untuk mempercepat proses skrining, penemuan dan desain 
kandidat antimikroba (Badra et al. 2018). Beberapa perangkat lunak dibuat untuk 
memprediksi aktivitas antimikroba. Skrining dapat dilakukan berdasarkan urutan asam 
amino, hidrofobisitas, muatan dan amphiphatisitas yang merupakan penentu aktivitas 
antimikroba. Sifat fisiko-kimia sekuen peptida yang akan diuji akan dibandingkan 
dengan peptida yang sudah diketahui aktivitas antimikrobanya di database. Berdasarkan 
kemiripan sifat fisikokimia tersebut dapat diprediksi aktivitas antimikrobanya. 
Beberapa perangkat lunak bahkan menawarkan pilihan untuk modifikasi peptida 
untuk meningkatkan aktivitasnya, memperkirakan bentuk atau model, interaksi 
elektrosatik, tegangan permukaan dan dinamika molekuler untuk memprediksi 
aktivitasnya (Cantor et al. 2019). Perangkat lain memprediksi konformasi akibat 
pengaruh lingkungan dan skrining berdasarkan kemiripan struktur. 
Meskipun perangkat lunak mampu memprediksi aktivitas suatu peptida tetapi hanya 
digunakan untuk membantu skrining. Setelah mendapatkan peptida terpilih sesuai 
dengan yang diinginkan peptida tersebut harus diuji aktivitasnya di laboratorium. Pada 
penelitian ini peptida yang digunakan berasal dari fraksi <3 kDa hidrolisat susu kuda. 
Fraksi tersebut mengandung 13 peptida yang berbeda yang selanjutnya diskrining untuk 
mendapatkan peptida dengan indeks terapi tinggi yang diperkirakan mempunyai 
aktivitas antimikroba yang tinggi pula. Peptida terpilih tersebut selanjutnya diprediksi 
aktivitasnya menggunakan beberapa perangkat lunak yang berbeda. Tujuan dari 
penelitian ini adalah untuk mengevaluasi aktivitas antimikroba peptida derivat protein 
susu kuda Sumbawa dengan analisis in silico menggunakan beberapa perangkat lunak 
yang berbeda. 
MATERI DAN METODE 
Peptida 
Peptida yang digunakan berasal dari peptida yang diperoleh dari penelitian  
sebelumnya (Kusumaningtyas et al. 2016). Susu kuda Sumbawa dihidrolisis 
menggunakan protease Bacillus thuringiensis. Hidrolisat yang diperoleh difraksinasi 
secara bertingkat menggunakan membrane molecular weight cut off (MWCO) 3 kDa. 
Fraksi yang diperoleh disekuensing menggunakan LCMS/MS sehingga diperoleh 13 
peptida. Selanjutnya dipilih peptida dengan indeks terapi tinggi yaitu peptida 1: 
LVNELTEFAK, peptida2: HPYFYAPELLYYANK dan peptida 3 sebagai hasil 
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modifikasi peptida 1 dengan mengganti asam amino V menjadi A dan E menjadi S: 
LANSLTEFAK. Sebagai kontrol peptida digunakan Cecropin A: 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK. 
Analisis peptida 
Analisis in silico merupakan suatu analisis untuk menggambarkan performa suatu 
bahan melalui simulasi komputer. Biasanya dilakukan untuk menggambarkan sistem 
biologi. Eksperimen di bidang biologi molekuler dengan menggunakan data yang 
banyak seperti skrining membutuhkan biaya yang besar sehingga analisis komputasi 
sangat membantu memprediksi hasil sehingga ekperimen laboratorium tidak perlu 
dilakukan semuanya.Peptida terpilih dianalisis menggunakan Antimicrobial peptide 
scanner Vr2 (https://www.dveltri.com/ascan/v2) (Veltri et al. 2018), antimicrobial 
peptide database (http://aps.unmc.edu/AP/) (Wang et al. 2016), iAMPpred 
(cabgrid.res.in:8080/amppred/server.php) (Meher et al. 2017) dbAMP 
(http://csb.cse.yzu.edu.tw/dbAMP) (Jhong et al. 2018) dan 
http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/ (Waghu et al. 2015), indeks terapi diprediksi 
menggunakan http://split4.pmfst.hr/split/dserv1/ (Juretic et al. 2009). 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Peptida yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari hasil penelitian 
sebelumnya dengan hasil analisis fisikokimia sebagai berikut: 
Tabel 1. Analisis fisikokimia dan indeks terapi peptida 
Sekuen Pjg (aa) 
Mass 
(Da) TI Muatan 
Hidrofobisitas 
(kkal/ml) ITp 
LVNELTEFAK  10 1162.62 6,53 -1 +14,89 28,68 
HPYFYAPELLYYANK  15 1887.92 7,47 0 11,74 64,75 
LANSLTEFAK  10 1092.58 6,53 0 +12,68 94,91 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGII  
KAGPAVAVVGQATQIAK 
(Cecropin A; peptida 
komersial)  
37 4003.80 10,94 +6 +34,74 31,83 
Sumber: Kusumaningtyas et al. 2016; Cecropin A data sheet 
               TI: titik isoelektrik; ITp: indeks terapi prediksi 
Aktivitas peptida antimikroba biasanya terutama ditentukan oleh muatan dan 
hidrofobisitas. Muatan positif diperlukan ketika peptida mulai menempel pada membran 
bakteri yang biasa bermuatan negatif selanjutnya hidrofobisitas menentukan 
kemampuan untuk membuat lubang pada membran dan masuk ke dalam sel mikroba 
target (Henriksen et al. 2014). Seperti terlihat pada Tabel 1, muatan peptida 
LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK negatif dan netral, 
sedangkan Cecropin A bermuatan positif. Demikian pula hidrofobisitas Cecropin A 
lebih tinggi daripada ketiga peptida tersebut. Berdasarkan muatan dan hidrofobisitas 
tersebut diprediksi aktivitas antimikroba ketiga peptida lebih rendah dibandingkan 
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dengan Cecropin A. Cecropin A adalah peptida yang sudah dipasarkan meskipun belum 
digunakan untuk terapi dalam bidang medis.  
Indeks terapi merupakan parameter yang menyatakan spesifitas antimikroba. Indeks 
terapi dihitung berdasarkan rasio aktivitas antimikroba dan aktivitas hemolitik (Huang 
et al. 2014). Indeks terapi tinggi menggambarkan aktivitas antimikroba yang tinggi 
dengan toksisitas rendah. Pada penelitian ini, indeks terapi prediksi (ITp) diperoleh 
berdasarkan hasil analisis oleh perangkat lunak berdasarkan sekuen dan aktivitasnya 
terhadap bakteri E. coli.  ITp ketiga peptida lebih tinggi dibandingkan dengan Cecropin 
A sebagai peptida kontrol. Untuk mendapatkan indeks terapi yang sebenarnya perlu 
dilakukan uji laboratorium untuk mendapatkan data toksisitas dan hemolisis. Analisis 
menggunakan antimicrobial peptide database (http://aps.unmc.edu/AP/) juga 
menunjukkan bahwa peptida LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan 
LANSTEFAK mempunyai peluang sebagai antimikroba (Tabel 2). Pada perangkat 
lunak ini sekuen peptida diidentifikasi dan dikalkulasi asam amino hidrofobik dan 
kemampuannya peptida untuk membentuk heliks. Struktur heliks diperlukan peptida 
dalam aktivitasnya sebagai antimikroba dan berikatan dengan membran sel target 
(Fernandez-Vidal 2008; Huang et al. 2010). 
Berdasarkan sekuennya, peptida tersebut diprediksi dapat berinteraksi dengan 
membran sel target yang memungkinkan ketiga peptida tersebut dapat menjadi 
antimikroba. Sekuen peptida dibandingkan kemiripannya dengan yang ada dalam 
database untuk menentukan bahwa peptida tersebut mempunyai potensi sebagai 
antimikroba atau tidak. Cecropin A sudah masuk ke dalam database antimikroba 
sehingga langsung dikenali sebagai antimikroba 
Prediksi aktivitas antimikroba juga dapat menggunakan Antimicrobial peptide 
scanner ver 2. Hasil analisis peptida LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan 
LANSTEFAK menggunakan Antimicrobial peptide scanner ver 2. seperti terlihat pada 
Tabel 3. 
Berdasarkan hasil analisis sekuen pada Table 3, ketiga peptida tersebut tidak 
termasuk dalam peptida antimikroba sedangkan Cecropin A masuk dalam kelompok 
antimikroba. Perangkat ini hanya mampu memprediksi kemungkinan sekuen peptida 
atau protein menjadi antimikroba yang aktif terhadap bakteri Gram positif atau Gram 
negatif tetapi tidak dapat digunakan untuk memprediksi aktivitasnya terhadap fungi dan 
virus (Veltri et al. 2018). 
Analisis selanjutnya menggunakan iAMPpred. Perangkat tersebut menggunakan 
Support vector machine (SVM) untuk memprediksi suatu peptida merupakan 
antimikroba atau non antimikroba berdasarkan teknik bioinformatika dan statistik. 
Database dalam perangkat ini disusun dari database perangkat yang telah ada 
sebelumnya, yaitu koleksi peptida antibakteri, antivirus dan antifungi serta beberapa 
peptida yang tidak termasuk  antimikroba. Menurut Meher et al. (2017) input SVM 
berasal dari komposisi asam amino, sifat fisikokimia dan struktur peptida yang 
selanjutnya digunakan untuk memprediksi aktivitas antimikroba peptida. Pendekatan 
tersebut diklaim mampu meningkatkan akurasi prediksi dibandingkan dengan 
pendekatan lain yang telah ada sebelumnya. Hasil prediksi menggunakan iAMPpred 
seperti terlihat pada Tabel 4. 
Seperti terlihat pada Tabel 4, peptida  LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK 
dan LANSTEFAK diprediksi bukan termasuk dalam peptida antimikroba sedangkan 
Cecropin A masuk kategori peptida antimikroba karena nilainya mendekati 1,00. 
Semakin tinggi nilai yang diperoleh semakin tinggi aktivitas antimikrobanya. Peptida 
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LANSTEFAK yang merupakan hasil modifikasi peptida LVNELTEFAK yang 
sebelumnya diprediksi meningkatkan index terapi dan aktivitas antimikrobanya, pada 
analisis ini LANSTEFAK diprediksi meningkat aktivitasnya dibandingkan dengan 
LVNELTEFAK meskipun belum dapat dimasukkan dalam kategori peptida antimikroba 
(Kamech et al. 2012; Kusumaningtyas et al. 2016). 
Tabel 2. Analisis peptida menggunakan antimicrobial peptide database 
Sekuen Kemungkinan sebagai Antimikroba 
LVNELTEFAK Mungkin sebagai antimikroba 
HPYFYAPELLYYANK Mungkin sebagai antimikroba 
LANSLTEFAK Mungkin sebagai antimikroba 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGII  
KAGPAVAVVGQATQIAK 
Peptida antimikroba 
Tabel 3. Analisis peptida menggunakan Antimicrobial peptide scanner ver 2 
Sekuen Kelas (AMP, non AMP Kemungkinan 
LVNELTEFAK  Non AMP 0,0259 
HPYFYAPELLYYANK  Non AMP 0,0727 
LANSLTEFAK  Non AMP 0,2567 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGII  
KAGPAVAVVGQATQIAK  
AMP 1,0 
AMP: antimicrobial peptide; peptida antimikroba 
NAMP: tidak termasuk peptida antimikroba 
Tabel 4. Analisis peptida menggunakan iAMPpred 
Sekuen Antibakteri Antivirus Antifungi 
LVNELTEFAK 0,025 0,077 0,019 
HPYFYAPELLYYANK 0.13 0,22 0,11 
LANSLTEFAK 0,14 0,36 0,29 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGII  
KAGPAVAVVGQATQIAK 
0,99 0,84 0,98 
Analisis selanjutnya menggunakan CAMPR3 (Collection of anti-microbial 
peptides) dibuat untuk mengembangkan dan mempercepat penelitian mengenai 
kelompok peptida antimikroba. Peptida antimikroba mempunyai kelompok-kelompok 
yang masing-masing mempunyai persamaan komposisi sekuen spesifik yang dapat 
mengarahkan penemuan peptida antimikroba yang baru. Database pada perangkat ini 
memungkinkan perbandingan antara peptida dan pencarian motif atau model tertentu 
(Waghu et al. 2015). 
Berdasarkan analisis menggunakan CAMPR3, peptida LVNELTEFAK, 
HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK juga diprediksi bahwa ketiganya bukan 
termasuk peptida yang mempunyai aktivitas antimikroba atau aktivitasnya rendah. 
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Cecropin A, seperti pada prediksi menggunakan perangkat lunak sebelumnya, termasuk 
dalam kelompok peptida antimikroba. Dari 4 perangkat lunak yang digunakan pada 
penelitian ini hanya 1 yang menyatakan ketiga peptida mempunyai kemungkinan 
sebagai peptida antimikroba. Banyak pilihan perangkat lunak yang dapat digunakan 
baik yang berbayar maupun tidak berbayar yang tersedia secara online. Masing-masing 
perangkat lunak mempunyai kelebihan dan kekurangan sehingga untuk mendapatkan 
prediksi yang akurat perlu digunakan lebih dari satu perangkat.  
Tabel 5. Analisis peptida menggunakan Koleksi peptida antimikroba (CAMPR3) 
Sekuen SVM Random Forest ANN 
Discriminant 
Analysis 
LVNELTEFAK  0,008 
(NAMP) 
0,4035 
(NAMP) 
NAMP 
0.016 
(NAMP) 
HPYFYAPELLYYANK  0,010 
(NAMP) 
0,037 
(NAMP) 
NAMP 
0,004 
(NAMP) 
LANSLTEFAK  0,0017 
(NAMP) 
0,2865 
(NAMP) 
NAMP 
0,026 
(NAMP) 
KWKLFKKIEKVGQNIRDGII  
KAGPAVAVVGQATQIAK  
0,987 
(AMP) 
0,9995 
(AMP) 
AMP 
(AMP) 
0,999 
(AMP) 
SVM: Support Vector Machine 
ANN: Artificial Neural Network 
Untuk mengetahui keakuratan prediksi perangkat lunak tersebut, peptida 
LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK disintesis dan selanjutnya 
diuji aktivitas antibakteri dan antifungi terhadap Escherichia coli dan Candida albicans. 
Hasil uji aktivitas menunjukkan bahwa peptida tunggal hanya mampu menurunkan dari 
konsentrasi kapang dan khamir dari konsentrasi awal 105 CFU/mL menjadi 104-103 
CFU/mL (Kusumaningtyas et al. 2019). Hasil tersebut masih lebih rendah dibandingkan 
dengan aktivitas antifungi fraksi <3 kDa, fraksi yang merupakan asal peptida-peptida 
tersebut sebelum dimurnikan menjadi peptida tunggal. Sesuai dengan prediksi 
menggunakan 3 perangkat lunak  terakhir yaitu antimicrobial peptide scanner ver 2, 
iAMPpred dan CAMPr3, ketiga peptida mempunyai aktivitas antibakteri dan antifungi 
yang kecil sehingga belum dapat dimasukkan dalam kelompok peptida antimikroba. 
Sebaliknya kontrol peptida Cecropin A terbukti mempunyai aktivitas antibakteri dan 
antifungi yang baik terlihat dari kemampuannya untuk menghambat pertumbuhan E. 
coli dan C. albicans dan menurunkan jumlahnya dari 9,6 x 105 dan 6,9 x 105 CFU/ml 
menjadi 0 (Kusumaningtyas et al. 2019).  
Mengingat bahwa prediksi sebelumnya menggunakan indeks terapi dan 
antimicrobial peptide database yang masih memberikan kemungkinan peptida 
LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK menjadi peptida 
antimikroba, dan perangkat lunak lain yang memprediksi bahwa peptida-peptida 
tersebut bukan antimikroba maka diperlukan perangkat lunak lebih dari satu untuk 
mendapatkan hasil prediksi yang lebih akurat. Hasil studi ini dapat digunakan sebagai 
dasar pemilihan perangkat lunak untuk kepentingan skrining peptida yang mempunyai 
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aktivitas antimikroba, desain dan modifikasi peptida serta penemuan peptida 
antimikroba baru. 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil studi yang telah dilakukan menunjukkan bahwa peptida derivat 
susu kuda sumbawa LVNELTEFAK, HPYFYAPELLYYANK dan LANSTEFAK tidak 
termasuk dalam kelompok peptida antimikroba. Perangkat lunak antimicrobial peptide 
scanner ver 2, iAMPpred dan CAMPr3 memberikan hasil prediksi yang mendekati 
kenyataan. Berdasarkan hasil tersebut, maka diperlukan lebih dari satu perangkat lunak 
untuk memperoleh prediksi yang lebih akurat. Hasil penelitian ini juga dapat digunakan 
sebagai dasar untuk skrining, desain dan penemuan antimikroba baru. 
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